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ABSTRACT 
Pegagan (Centella asiatica) is a medicinal plant widely used as raw material for herbal medicine and cosmetics industries. 
Pegagan is frequently adulterated with puser bumi (Hydrocotyle verticillata) as both have the same local name that is “pegagan”. 
Morphological identification and biochemical markers that used in the authentication of medicinal plant has many limitations due 
to the age, physiology and environmental conditions. Molecular markers have become one of the most reliable methods for 
identification and authentication medicinal plants. The aim of this study was to screen of ISSR markers for pegagan (C. asiatica) 
authentication. Genomic DNA isolation was done on pegagan, puser bumi and mixture of pegagan-puser bumi. Thirty ISSR 
markerss were used for amplification and initial screening of pegagan and puser bumi DNA. A total of 164 DNA fragments were 
amplified, of which 128 were polymorphic (78%). Among 4 markers have been found to distinguish pegagan and puser bumi. The 
(GA)8CTT marker generated one specific fragment that was clearly amplified in pegagan and one specific fragment of puser bumi 
amplified using (AG)8T marker. The (CT)8G and (GT)6CC markers each generated 4 specific fragments which were specific for 
pegagan and puser bumi. Pegagan (C. asiatiaca) could be distinguished from H. verticillata using selected ISSR marker. 
Keywords: pegagan (Centella asiatica), puser bumi (Hydrocotyle verticillata), authentication, ISSR marker. 
ABSTRAK 
Pegagan (Centella asiatica) merupakan tumbuhan yang banyak digunakan sebagai bahan baku obat tradisional dan kosmetik. 
Pegagan seringkali dipalsukan atau disamakan dengan puser bumi (Hydrocotyle verticillata) yang mempunyai nama lokal yang 
sama “pegagan”. Identifikasi morfologi dan marker senyawa kimia untuk autentikasi tumbuhan obat mempunyai kelemahan 
karena dipengaruhi oleh umur tumbuhan, fisiologi, dan kondisi lingkungan. Penanda molekuler merupakan salah satu metode yang 
dapat dipercaya untuk identifikasi dan autentikasi tumbuhan obat. Penelitian ini bertujuan untuk skrining marka ISSR untuk 
autentikasi pegagan (C. asiatica). Tahap pertama, yaitu isolasi DNA pegagan, puser bumi, dan campuran keduanya. Sebanyak 30 
marka ISSR digunakan untuk amplifikasi dan skrining awal pada pegagan dan puser bumi. Sebanyak 164 fragmen DNA 
terampifikasi, 128 di antaranya polimorfik (78%). Empat marka mampu membedakan pegagan dan puser bumi. Marka (GA)8CTT 
menghasilkan satu fragmen spesifik yang jelas pada pegagan dan satu fragmen spesifik pada puser bumi yang dihasilkan dari 
marka (AG)8T. Marka (CT)8G dan (GT)6CC masing-masing menghasilkan 4 fragmen spesifik pada pegagan dan puser bumi. 
Pegagan (C. asiatica) dan puser bumi (H. verticillata) dapat dibedakan dengan amplifikasi menggunakan marka ISSR terpilih. 
Kata kunci: pegagan (Centella asiatica), puser bumi (Hydrocotyle verticillata), autentikasi, marka ISSR. 
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PENDAHULUAN 
Pegagan (Centella asiatica [L.] Urb.) me-
rupakan salah satu tumbuhan obat populer yang 
banyak dimanfaatkan secara tradisional maupun 
sebagai salah satu bahan baku industri obat 
tradisional dan kosmetik. Tanaman ini mempunyai 
khasiat sebagai penambah daya ingat (brain tonic), 
obat luka, obat sakit perut, obat demam, obat 
batuk, dan perawatan kulit. Pegagan merupakan 
terna menahun, batang menjalar, panjang tanaman 
berkisar antara 0,1–0,8 m, tidak berbatang, daun 
dalam roset, 2–10 per roset, bentuk ginjal, tepi 
beringgit-bergigi dengan panjang 1–7 cm, lebar 
1,5–9 cm, dan panjang tangkai daun 1–50 cm. 
Tanaman obat ini memiliki bunga majemuk ber-
bentuk payung, soliter atau 2–5 karangan bersama, 
jumlah bunga tiga kuntum tiap karangan (Backer 
dan van den Brink, 1965). 
Simplisia pegagan tidak mudah dibedakan 
dengan adulterannya Bacopa monnieri dan genus 
Hydrocotyle, karena mempunyai nama lokal yang 
sama, terlebih lagi sudah dalam bentuk serbuk. 
Genus Hydrocotyle banyak digunakan untuk 
adulterasi C. asiatica karena mempunyai nilai 
ekonomis yang lebih rendah dan lebih mudah di-
temukan. Genus Hydrocotyle yang sering diguna-
kan sebagai adulteran pegagan antara lain, yaitu 
Hydrocotyle. javanica, Hydrocotyle. rotundifolia, 
dan Hydrocotyle verticillata (Daminar dan Bajo, 
2013; Jamil et al., 2007). 
Puser bumi (Hydrocotyle verticillata) meru-
pakan terna yang hidup di lingkungan lembab atau 
berair, tinggi batang mencapai 10 cm. Tanaman ini 
memiliki daun tunggal, bentuk helaian daun bulat, 
tangkai daun di tengah helaian, tepi daun bergiri, 
permukaan halus, diameter 4–5 cm, bunga maje-
muk berkarang (Preston dan Constance, 2013). 
Puser bumi dipercaya mempunyai khasiat sebagai 
antiradang, anemia, asma, demam, dan peluruh air 
seni (Daminar dan Bajo, 2013). 
Identifikasi tanaman sebagai bahan baku 
obat merupakan persyaratan penting yang men-
jamin kualitas produk herbal yang akan dihasilkan. 
Kekeliruan atau adulterasi (pemalsuan) bahan 
herbal dapat terjadi secara sengaja maupun tidak 
sengaja (Biswas dan Biswas, 2014; Jayasinghe et 
al., 2009). Kekeliruan yang tidak sengaja terjadi 
karena kurangnya pengetahuan untuk identifikasi 
spesies, nama lokal sama, kemiripan morfologi, 
aroma, dan kekuranghati-hatian pada saat mengo-
leksi (Biswas dan Biswas, 2014). Adulterasi secara 
sengaja bertujuan untuk mengganti tanaman utama 
dengan tanaman sejenis yang lebih mudah diper-
oleh dan lebih murah (Kiran et al., 2010). 
Terdapat tiga teknik untuk autentifikasi 
pegagan, yaitu melalui identifikasi morfologi dan 
anatomi secara menyeluruh, profil kimia, dan profil 
genetik/DNA ((Joseph et al., 2001; Joshi dan 
Khan, 2008; Techen et al., 2011). Autentifikasi di-
perlukan untuk mengetahui kekeliruan, pengganti-
an maupun pemalsuan bahan baku utama obat 
dengan spesies atau varietas yang mempunyai 
morfologi maupun fitokimia yang susah dibedakan 
(Ngan et al., 1999). 
Penanda molekuler DNA dapat digunakan 
untuk identifikasi taksonomi, hubungan kekerabat-
an, dan autentikasi tumbuhan obat karena setiap 
spesies mempunyai komposisi genetik yang unik 
dan tidak terpengaruh oleh kondisi lingkungan, 
umur, dan kondisi fisologis (Feng et al., 2010). 
Inter simple sequnece repeats (ISSR) me-
rupakan salah satu penanda untuk studi genetik 
tumbuhan. Menurut Zhou et al. (2008) ISSR me-
rupakan penanda molekuler yang paling banyak di-
gunakan untuk mempelajari genetik populasi, sidik 
DNA, dan studi filogenetik pada tanaman karena 
mempunyai sifat yang sangat sensitif, efektif, 
polimorfisme tinggi, dan reprodusibel. Penanda 
molekuler ISSR yang telah digunakan untuk 
autentifikasi tanaman obat antara lain Panax sp. (In 
et al., 2005), Exocarpium citrigrandis (Su et al., 
2010), Rheum officinale (Wang, 2011), 
Cissampelos pareira L. var. hirsuta (Vijayan et al., 
2014). Penelitian ini bertujuan untuk skrining 
marka ISSR sebagai tahapan awal untuk autenti-
kasi pegagan (C. asiatica) dengan adulterannya, 
yaitu puser bumi (H. verticillata). 
BAHAN DAN METODE 
Sampel yang digunakan pada penelitian ini 
adalah pegagan dan puser bumi dan campuran 
pegagan-puser bumi yang diperoleh dari kebun 
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koleksi Balai Besar Penelitian dan Pengembangan 
Tanaman Obat dan Obat Tradisional (B2P2TOOT) 
(Gambar 1). Identifikasi spesies dilakukan di 
Laboratorium Sistematika Tumbuhan Obat 
B2P2TOOT. Hasil identifikasi pegagan mempu-
nyai nama ilmiah Centella asiatica (L.) Urb 
anggota famili Apiaceae. Puser bumi diidentifikasi 
sebagai Hydrocotyle verticillata Thunb. yang 
merupakan anggota famili Araliaceae. Salah satu 
sinonim untuk C. asiatica adalah Hydrocotyle 
asiatica L., sedangkan salah satu sinonim H. 
verticillata yaitu Centella verticillata (Thunb.) 
Fourc. (www.plantlist.org). 
Daun muda pegagan dan puser bumi masing-
masing 0,1 g disimpan pada freezer -80°C, ke-
mudian diisolasi menggunakan protocol dan kit 
isolasi DNA (Sigma Gen Elute Plant Genomic 
DNA Miniprep Kit). Hasil isolasi DNA genom 
masing-masing sampel diencerkan 1.000 kali dan 
diukur absorbansi pada panjang gelombang 260 nm 
dan 280 nm (260/280) untuk menentukan ke-
murnian dan konsentrasi DNA. 
Amplifikasi DNA menggunakan 30 marka 
ISSR (Tabel 1). Sebanyak 2 µl template (25 ng 
DNA genom), 1 µl marka, 12,6 µl PCR mix, ke-
mudian ditambah ddH2O hingga volume 25 µl. 
Campuran tersebut dimasukkan dalam Thermo-
cycler (BioRad) dengan program sebagai berikut: 
predenaturasi 95°C selama 3 menit, dilanjutkan 
sebanyak 39 × siklus yang terdiri atas tahap 
denaturasi 95°C selama 1 menit, annealing 48–
54°C (tergantung marka) selama 50 detik, dan 
elongation 72°C selama 2 menit, kemudian di-
lanjutkan extention 72°C selama 8 menit dan pada 
4°C sebagai holding temperature. 
Produk amplifikasi dicek menggunakan 
elektroforesis gel agarosa 1,8% yang telah diberi 
SYBR safe green pada 80 volt selama70–90 menit. 
Visualisasi hasil elektroforesis menggunakan sinar 
UV pada alat Gel Documentation System (BioRad).  
Fragmen-fragmen DNA hasil amplifikasi 
tiap fragmen dipilih berdasarkan ketebalan pita dan 
polimorfisme yang dihasilkan. Polimorfisme di-
hitung berdasarkan fragmen DNA yang dihasilkan 
dari masing-masing marka. Apabila terdapat 
fragmen DNA yang tebal/jelas dan berbeda atau 
spesifik pada pegagan dan puser bumi serta muncul 
di campuran keduanya maka fragmen tersebut 
sebagai kandidat marka genetik untuk autentifikasi 
pegagan. 
 
 
 
Gambar 1. Sampel yang digunakan dalam penelitian. A = puser 
bumi (Hydrocotyle verticillata), B = pegagan 
(Centella asiatica). 
Tabel 1. Fragmen DNA pegagan dan puser bumi hasil amplifikasi meng-
gunakan 30 marka ISSR. 
Marka Fragmen monomorfik 
Polimorfisme 
(%) 
Fragmen spesifik 
Pegagan Puser bumi 
Kuat Lemah Kuat Lemah 
(AC)8T 1 83,3 - 2 1 2 
(AC)9G - 100 2 - - 5 
(ACC)6G 4 50 1 - 1 2 
(ACTG)5 - 100 - - - 2 
(AG)8C - 100 2 2 1 1 
(AG)8CTT 1 83,3 2 - - 3 
(AG)8RC - 100 2 - - 4 
(AG)8T 1 80 - 3 1 - 
(AG)8YT 2 60 1 1 - 1 
(AG)9C 1 88,9 3 2 1 2 
(CA)6AG 2 75 - 1 1 4 
(CA)6GT 1 83,3 - 1 - 4 
(CA)8G 2 77,8 1 2 - 4 
(CAC)3GC 4 50 - 1 - 3 
(CAG)5 1 80 - 2 1 1 
(CT)8G - 100 1 - 1 - 
(CT)8GC 3 66,7 2 - - 4 
(CT)8RA 2 66,7 - 2 - 2 
(CT)8RG - 100 - 1 - - 
(CT)8TG - 100 - 3 - 2 
(GA)8A 1 80 2 1 1 - 
(GA)8C - 0 - - - - 
(GA)8CTT - 100 1 - - 2 
(GA)8T - 0 - - - - 
(GACA)4 3 50 - 1 - 2 
(GT)6CC - 100 1 2 2 1 
(GTG)3GC 3 62,5 2 - - 3 
(TG)8A 1 83,3 1 - - 4 
(TG)8AGT 2 71,4 1 2 - 2 
(TG)8RT 1 75 - 2 - 1 
Total 36 78 25 31 11 61 
Kuat = fragmen DNA tebal, jelas, dan terekspresi pada campuran kedua 
bahan, Lemah =fragmen DNA tipis, smear, dan tidak terekspresi pada 
campuran kedua bahan. 
A B 
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HASIL DAN PEMBAHASAN 
Kebenaran identitas bahan baku tanaman 
obat merupakan tahap pertama untuk memastikan 
kualitas, khasiat, dan keamanan produk herbal 
yang dihasilkan. Penanda molekuler ISSR merupa-
kan salah satu penanda molekuler yang mempunyai 
kelebihan dibanding dengan karakterisasi morfo-
logi maupun profiling senyawa kimia untuk auten-
tikasi pegagan. Sebanyak 164 fragmen dihasilkan 
dari amplifikasi menggunakan 30 marka ISSR. 
Terdapat dua marka yang tidak dapat di-
amplifikasi sehingga tidak menghasilkan fragmen 
DNA, yaitu marka (GA)8C dan (GA)8T (Tabel 1). 
Polimorfisme yang dihasikan dari pegagan 
dan puser bumi berkisar antara 50–100% dengan 
rata-rata 78%. Sebanyak sembilan marka meng-
hasilkan polimorfisme 100% dengan motif marka 
terbanyak (AC)n dan (CT)n, sedangkan dua marka 
dengan motif (AG)8n tidak teramplifikasi. 
Fragmen DNA yang dihasilkan pada semua marka 
berukuran 150–1.900 bp. 
Selain berdasarkan polimorfisme, fragmen 
DNA yang dihasilkan pada masing-masing marka 
dipilih berdasarkan ketebalan dan kejelasan 
fragmen serta terekspresi atau tidaknya pada cam-
puran kedua bahan (Gambar 2). Marka yang di-
ujikan pada pegagan dan puser bumi menghasilkan 
fragmen spesifik baik yang muncul atau tidak ter-
ekspresi pada campuran keduanya. Empat marka, 
yaitu (GT)6CC, (CT)8G, (AG)8T, dan (GA)8CTT 
menunjukkan fragmen spesifik serta tersekspresi 
pada campuran pegagan dan puser bumi. Marka 
(GA)8CTT menghasilkan pita DNA spesifik pada 
pegagan dengan nilai 720 bp, marka (AG)8T 
menghasilkan pita DNA spesifik puser bumi 
dengan nilai 380 bp. Amplifikasi dengan marka 
(CT)8G mengasilkan pita DNA spesifik pada 
pegagan dengan nilai 1.500 bp, pada puser bumi 
sebesar 300 bp, serta marka (GT)6CC menghasil-
 
Gambar 2. Fragmen DNA pegagan (PG), puser bumi (PB), dan campuran pegagan-puser bumi (PG-B) menggunakan marka ISSR.          
A = marka (AC)9G dan (AG)8CTT), B = marka (ACC)6G dan (GT)6CC, C = marka (CT)8G, (AG)8T, dan (GA)8CTT. Panah 
merah = fragmen DNA tebal, jelas dan terekspresi pada campuran kedua bahan, panah biru = fragmen DNA tipis, smear, dan 
tidak terekspresi pada campuran kedua bahan. 
(CT)8G (AG)8T (Ga)8CTT 
L PG PB PG-B L PG PB PG-B L PG PB PG-B L 
200 bp
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kan pita DNA spesifik pada pegagan dengan nilai 
350 bp dan pada puser bumi dengan nilai 250 bp 
dan 400 bp. 
Marka (GA)8C dan (GA)8T tidak meng-
hasilkan fragmen DNA saat amplifikasi. Hal ini 
kemungkinan disebabkan karena marka tidak 
cocok atau prosedur PCR kurang tepat terutama, 
annealing temperature. Fragmen DNA hasil ampli-
fikasi berkualitas rendah (fragmen DNA tipis) 
bahkan tidak teramplifikasi karena ketidakcocokan 
marka (Fang dan Roose, 1997). Kondisi optimal 
terutama annealing temperatur pada saat PCR 
merupakan persyaratan utama untuk memperoleh 
fragmen yang tebal dan jelas serta dengan tingkat 
polimorfisme yang tinggi (Yadav et al., 2012). 
Jumlah marka dalam penelitian ini yang 
menghasilkan fragmen spesifik sejumlah empat 
marka dari total 30 marka yang diujikan. Hasil 
serupa juga ditunjukkan pada penelitian Tripathi et 
al. (2012), yaitu hanya 2 marka ISSR yang meng-
hasilkan fragmen spesifik dan unik untuk autenti-
kasi C. asiatica dan B. monieri dari 30 marka ISSR 
yang digunakan. Su et al. (2010) juga melakukan 
skrining terhadap 76 marka ISSR untuk autentikasi 
E. citrigrandis, enam di antaranya menghasilkan 
tingkat polimorfisme yang tinggi dan dapat diguna-
kan sebagai marker. 
Marka ISSR yang digunakan untuk autenti-
kasi dipilih berdasarkan polimorfisme yang tinggi 
tetapi mempunyai fragmen yang sedikit, jelas, unik 
untuk pegagan dan atau puser bumi serta ter-
ekspresi pada campuran kedua bahan tersebut. 
Teknik penanda molekuler berdasarkan jumlah 
polimorfisme yang terdeteksi pada setiap aksesi 
atau spesies dan fragmen DNA yang unik/spesifik 
mampu membedakan dengan adulterannya 
(Tharachand et al., 2012). 
Gutteride dan Burns (2013) menyatakan 
karakterisasi fenotipe atau morfologi umumnya 
bersifat subjektif sedangkan mikroskopi mem-
butuhkan keahlian. Identifikasi morfologi sulit di-
lakukan apabila tanaman obat sudah menjadi 
simplisia kering dan serbuk, dua bentuk inilah yang 
umumnya sudah didistribusikan ke industri (Yadav 
et al., 2012). Mukherjee et al. (2010) menyatakan 
bahwa autentikasi tumbuhan obat dapat dilakukan 
secara makroskopis dan mikroskopis, akan tetapi 
tergantung pada kemampuan dan pengalaman 
peneliti serta tidak cocok untuk material tumbuhan 
dalam bentuk fragmen maupun serbuk. Autentikasi 
dengan menggunakan metode TLC, HPLC, IR, dan 
NMR untuk mengetahui profil senyawa kimia 
tumbuhan obat dipengaruhi oleh faktor genetik dan 
lingkungan. 
Identifikasi spesies menggunakan basis 
molekuler/DNA tidak cukup untuk menentukan 
kualitas dan produk yang dihasilkan karena suatu 
tumbuhan merupakan produk dari genom dan 
lingkungan (Da-Cheng et al., 2010). Autentikasi 
dan evaluasi menggunakan parameter yang lengkap 
dapat menyediakan informasi tumbuhan obat 
secara utuh. Identifikasi yang tepat dan jaminan 
mutu merupakan syarat penting untuk memastikan 
keberlangsungan kualitas produk yang berasal dari 
tumbuhan obat karena akan menentukan khasiat 
dan keamanannya (Vijayan et al., 2014). 
Autentikasi bahan baku sebaiknya dilakukan 
tidak hanya menggunakan satu jenis metode untuk 
memberikan hasil yang tepat dan maksimal. 
Pemilihan metode autentikasi dapat didasarkan 
pada jenis spesies tumbuhan obat yang diuji dan 
sumber daya yang tersedia. Penanda molekuler 
dapat digunakan sebagai salah satu alternatif mau-
pun pelengkap untuk autentikasi tumbuhan obat 
yang digunakan sebagai bahan baku obat tra-
disional. Empat marka ISSR terpilih dapat diguna-
kan untuk amplifikasi dalam rangka autentikasi 
pegagan dengan salah satu adulterannya, yaitu 
puser bumi dengan mengikuti prosedur amplifikasi 
yang sama untuk memperoleh hasil yang 
reprodusibel. 
KESIMPULAN 
Penanda molekuler ISSR dapat digunakan 
sebagai salah satu metode untuk autentikasi 
pegagan (C. asiatica). Skrining marka ISSR meng-
hasilkan empat marka terpilih, yaitu (GA)8CTT 
dengan ukuran fragmen 720 bp pada pegagan, 
fragmen 380 bp pada puser bumi menggunakan 
marka (AG)8T, (CT)8G dengan ukuran fragmen 
1.500 bp untuk pegagan dan 300 bp pada puser 
bumi, serta (GT)6CC yang menghasilkan fragmen 
350 bp pada pegagan dan fragmen 250 bp pada 
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puser bumi. Keempat marka tersebut dapat diguna-
kan untuk membedakan pegagan dengan puser 
bumi (H. verticillata) yang merupakan salah satu 
adulterannya. 
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